
¥W~r|! WELTO RG ANISATTON FOR GEISTIGES EtGENTUM 

A ^> JL Internationales Bflro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) IntOTatioaale Paten tklassiflkatio* 5 : 
C07D 493/04, C12P 17/18 
A01N 43/90, A61K 31/425 
// (C07D 483/04, 313:00, 303:00) 
(C12P 17/18. C12R 1 :00) 



Al 



(11) Utematiooale Verffrentlidmngsnnmmer: WO 93/10121 

27. Mai 1993 (27.05.93) 



(43) Internationales 

VeroffesdichHDgsdatum : 



(21) Internationales Aktenzelchea: 

(22) Iiteraationales AnmeMedatnni 



PCT/EP92/02656 
19. November 1992(19.11.92) 



(30)PrioritiUsdaten: 
P41 38 042.8 



19. November 1991 (19.1 1.91) DE 



(71) Ammelder (fir aUe Bestimmungsstaaten ausser US): GE- 

SELLSCHAFT FOR BIOTECHNOLOGISCHE FOR- 
SCHUNG MBH (GBF) [DE/DE1; Mascheroder Weg 1, 
D-3300 Braunschweig (DE). CIBA-GEIGY AG [CH/ 
CH]; KJybeckstr. 141, CH-4002 Basel (CH). 

(72) Erfinder; and 

(75) Eiflider/Anmelder (nur fir US) : HOFLE, Gerhard [DE/ 
DEI; BEDORF, Noibert |DE/DE]; GERTH, Klaus 
(DE/DE1; REICHENBACH, Hans [DE/DEJ; Masch- 
eroder Weg 1, D-3300 Braunschweig (DE). 



(74) Anwilte: BOETERS, Hans, D. usw. ; Bereiteranger 15, D- 
8000 Manchen 90 (DE). 



(81)Bestimmoiigsstaatea: AU, CA, FI, HU, JP, KR, NO, US, 
europaisches Patent (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FR, 
GB, GR, IE, IT, LU, MQ NL. SE). 



Veroffentilcht 

Mit internationalem RecherchenberichL 



(54) Title: EPOTHILONES, PROCESS FOR PREPARING THE SAME AND THEIR USE AS MEDICAMENTS AND AS 
PLANT PROTECTING AGENTS 

(54) Bezefchnnng: EPOTHILONE, DEREN HERSTELLUNGSVE RFAHREN UND IHRE VERWENDUNG ALS ARZNEI- 
MITTEL UND PFLANZENSCHOTZENDE MITTEL 




(I) 



(57) Abstract 

Epothilones having general formula (I), a process for preparing the same and epothilone-containing agents are disclosed. 
(57) Zusammenfassimg 

Die Erfindung betrifft Epothilone der ailgemeinen Fonnei (I). Herstellungsverfahren sowie Epothilone enthaltende Mittel. 



LEDIGUCR ZUR INFORMATION 



Code, die air WttUlfiziening von PCT-Vertragsstaaien auf den Kopfbogen der Schriften, die 
Internationale Anmeidungen gemass dem PCT verflfifentlichen. 



AT 
AU 
BB 
BB 
BF 
BC 
BJ 
BR 
CA 
CF 
CG 
CK 

a 

CM 

cs 
cz 

OB 
OK 
ES 
PI 



Busmen 

Benin 

Braslieo 



Zentrafc Afrifcaobehc 

Kongo 

Scfawcv 

CBtedlnmc 



Tachcctadowafcci 

Tobcehbchcn RcpubHk 

Dcnfarfifanrf 

OHocmark 

Sponicrt 

Ftonlooil 



PR 
GA 

ca 

GN 

GR 

HU 

IE 

IT 

JP 

KP 

KR 

KZ 

U 

UC 

Ul 

MC 

MC 

MI. 

MN 



Fnuikfclcb 
Gabon 

VcrdnJfcto KSttigjefch 

Guinea 

Griocbcnlnncf 

Italics 



Drakraifacnc VottsrepuoCk Korea 

Repnbfik Korea 

KasKfasua 



Ma0 



MR Maiiritaaien 

MW Malawi 

NL Nicdcrlande 

NO Norwepai 

NZ Ncuscctand 

PL Poka 

PT Portugal 

RO RumSnfco 

RU Ruaisenc PSdcraliun 

SO Sudan 

SB Schwcdeo 

SK Stawakfecfaen RcpobBk 

SN Senegal 

SU Soviet Union 

TO Tscnad 

TC Togo 

UA Ukraine 

US Vercinlgte Staatcn von Amcfiia 

VN Vfcloam 



WO 93/10121 



PCT/EP92/02656 



1 - 



EPOTHILONE, DEREN HERSTELLUNGSVERFAHREN UNO IHRE VERWENDDNG ALS ARZNEIMITTEL 
UNO P FLANZENSCHUTZENDE MITTEL 



Die Erfindung betrifft Epothilone derfolgenden allgemeinen Formel: 




worm R1 Wasserstoff, C r C 4 -A(kyl t C r C 4 -Alkanoyl, U + , K+ Na + , 1/2 Mg 2 + oder 1/2 
Ca 2+ bedeutet und R 2 Wasserstoff oder eine Methyigruppe darstellt. 



Femer betrifft die Erfindung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen oder mehrere 
derfolgenden Parameter: 
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C^H^NOqS [493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)~ 

UV (MeOH) ^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029: 1014; 979 CFTr 1 
DC: R F = 0,75 

DC-Alufolie 60 F 2 54, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 1. UV-Loschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 1 20 *C, 

braune AnfSrbung 

HPLC:R t = 5,4 min 

Saule: 4 x 250 mm Uchrosorb RP-18 7 jim, Merck; 
FluB: 1,5 mi/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 

Des weiteren betrifft die Erfindung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen Oder 
mehrere derfolgenden Parameter: 
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1 H-NMR-Daten 


'i3C-NMR-Daten 
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*) Zuordnung vertauschbar 
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C^H^NOeStSOT] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur (M - H)* 

UV (MeOH) Xma, (log e) = 21 0 (4.1 7); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

V = 3400: 2958:2931: 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378; 1250: 1149: 1049; 977 cm* 1 
DC: R F «0,75 

DC-Alufolie 60 F 254 , Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol » 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Lfischung bei 254 nm 

2. AnsprOhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 120 *C. 
braune Anfarbung 

HPLC:R, = 6.3 min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 nm, Merck; 
Flu 8: 1,5 ml/min; Laufmittel: Metrtanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor UV 254 nm 

Besonders bevorzugt sind Epothilone mit der foigenden Strukturformel: 
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worin R 2 Wasserstoff Oder Methyl bedeutet. (Das Kohlenstoffatom der Methylgruppe 
wild als C27 bezeichnet). Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Gewinnen von 
EpothHonen, insbesondere der vorstehend charakterisieiten Epothilone, das dadurch 
gekennzeichnet ist, da8 man den Stamm So ce90 DSM 6773 

in einem Kohlenstoffquellen, StickstoffqueOen und Mineralsalze enthaltenden 
Medium kultiviert, 

entweder wahrend der Kultivierung des Stammes Oder anschlieBend ein 
Adsorberharz zusetzt 

die FermenterbrQhe abtrennt 

die Epothilone aus dem Adsorberharz eiuiert und 

die Euate direkt Oder uber wertere Reinigungsschritte von dem/den 
Ldsungsmittel(n) befreit. 

und gegebenenfalls uber Hochdruck/Niederdruckchromatographie und/oder 
Umkristallisation die verschiedenen Epothitone aufreinigt und voneinander trennt 

Gegebenenfalls konnen die so gewonnenen Epothilone mit gingigen chemischen 
Verfahren waiter umgesetzt werden. z.B. mit Basen in die Alkali- und ErdaJkalisalze 
uberfuhrt und gegebenenfalls wetter zu Ethem umgesetzt werden. odersie konnen mit 
organischen Sauren in die entsprechenden Ester uberfuhrt werden. 

Femer betrifft die Erfindung ein Mittel fur den Pflanzenschutz in Landwirtschaft, 
Forstwirtschaft und/oder Gartenbau, bestehend aus einem oder mehreren der 
vorstehend aufgefuhrten Epothilone Oder eines oder mehrere dieser Epothilone 
enthaltend. gegebenenfalls neben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 



WO 93/10121 



-7- 



PCT/EP92/02656 



SchlieSlich betrifft die Erfindung ein therapeutisches Mittel, das insbesondere 
cytotoxische Aktivitaten entwickeln und/oder Immunsuppression bewirken kann, 
bestehend aus einem Oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten Epothilone Oder eines 
Oder mehrere dieser Epothilone enthaltend, gegebenenfalls neben einem Oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmrttel(n). 

- Administrate nsfonm: oral 

• Dosis 0.5 bis 200 mg fur einen Menschen mil 70 kg Normalgewicht 

- Verwendungszweck: Antitumor 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und experimentelien Oaten 
naher erliutert. 

ProdukUonsstamm 

Stamm So ce90 wurde im Juli 1985 an der Geseilschaft fur Biotechnologische 
Forschung (GBF) aus einer Bodenprobe von den Ufern des Zambesi, im sQdlichen 
Afrika. isoiiert. Der Stamm ist bei der Oeutschen Sammlung von Mikroorganismen 
. (DSM) unter Nr. 6773 hinterlegt. 

Stammkultur und morphologische Beschreibung: Der Stamm wachst auf Cellulose als 
einziger Kohienstoff- und Energiequelle mil KNO3 als einzige Stickstoffquelle, z.B. auf 
Filterpapier uber ST21 Mineralsalzagar (0.1% KN0 3 ; 0.1% MgS0 4 x 7 H 2 0; 0.1% CaCI 2 
x 2 H 2 0; 0.1% K 2 HP0 4 ; 0.01% MnS0 4 x 7 H 2 0; 0.02% FeClg; 0.002% Hefeextrakt; 
Standard-Spurenelementlosung; 1% Agar). Auf diesem Medium warden 
dunkelrotbraune bis schwarzbraune Fruchtkorper gebildet bestehend aus kleinen 
Sporangiolen (etwa 15 bis 30 \xm Durchmesser) in mehr Oder weniger groBen dichten 
Haufen und Paketen. 

Der Stamm wachst sehr gut mit Glucose und KN0 3 , z.B. auf CA2-Agar (Grundmedium: 
1 .5 g Agar in 92 ml Aqua dest: Stammlosung 1 : 7.5% KNO3, 7.5% K 2 HP0 4 in Aqua 
dest.; Stammifisung 2: 1.5% MgS0 4 x 7 H 2 0 in Aqua dest.; Stammlosung 3: 0.2% 
.CaCI 2 x 2 H 2 0, 0.15% FeCl 3 in Aqua dest.; Stammlosung 4: 20% Glucose in Aqua dest. 
Die Stammiosungen werden durch Autoklavteren steniisiert. Je 1 ml der Losungen 1 bis 
3 t sowie 5 mi der Losung 4 werden dem Grundmedium zugegeben, ebenso eine 
geeignete Menge einer Spurenelementlosung). 
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Die vegetativen StSbchen haben die fur Sorangium typische Form (relatrv derbe, im 
Phasenkontrastmikroskop dunkle, zyiindrische Stfibchen mit breit abgerundeten^ nden, 
im Mfttel 3 • 6 *im lang und 1 jim dick}. Nach ISngerer Adaptation an das Wachstum in 
Flussigmedien wachst der Stamm in homogenerZellsuspension. 

Der Stamm So ce90 produziert chemisch nahe verwandte Verbindungen, die 
antibiotische Aktivitat besitzen. Insbesondere sind diese Verbindungen cytotoxisch 
sowie antifungal wirksam. Hervorzuheben istz.B, die Hemmung von Mucor hiemalis. 

Produktion der biologisch aktiven Verbindungen: 

Die Verbindungen werden w&irend der logarithmischen bis bin zur stationaren 
Wachstumsphase produziert Bne typische Fennentation vertSuft folgendermaBen: Bn 
100 1-Fermenter wird mit 60 1 Medium (0.8% Stirke; 0.2% Glucose; 0.2% Soyamehl; 
0.2% Hefeextrakt; 0.1% CaCI 2 x 2 H2O; 0.1% MgS0 4 x 7 H2O; 8 mg/l Fe-EDTA; pH 7.4) 
gefQHL Beimpft wird mit 10 1 einer im gleichen Medium jedoch zusStzlich mit 50 mM 
HEPES-Puffer pH 7.4 in SchQttelkolben angezogenen Vorkultur (160 upm, 30 'C). 
Fermentiert wird bei 32 *C mit einer ROhrgeschwindigkeit von 500 upm und einer 
Beluftung von 0.2- NL pro m 3 und Std. der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7.4 
gehaiten. Die Fermentation dauert 7-10 Tage. Die gebildeten aktiven Verbindungen 
befinden srch teils im Uberstand und teils in den Zeiien. 

Alternate dazu kana in Gegenwart von Adsorberharzen (z.B. XAD-1 1 80, Rohm und 
Haas, 2 - 5 %) fermentiert werden. 

Isolierung von Epothilon A und B 

WShrend der Fermentation von Sorangium cetlulosum So ce90 (z.B. 70 1 
Fermentationsvolumen) in Gegenwart eines Adsorberhaizes (z.B.: XAD-1 1 80, Rohm 
und Haas, 2 % v/V) werden die gebildeten Antibiotika Epothiton A (Abb. 1 ) und B (Abb. 
2) vollsfindig an das Harz gebunden. Nach Abtrennung der Kutturbruhe (z.B. durch 
Absieben in einem ProzeBfilter) wird das Harz mit 3 Bettvolumen Wasser gewaschen 
und mit 4 Bettvolumen Methanol eluiert Die vereinigten Buate werden im Vakuum bis 
auf den Wassergehaft eingeengt und dreimal mit je 0.2 1 Ethylacetat extrahiert. Die 
vereinigten Ethylacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt (ca. 40 g 
Trockengewicht). 
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Der Rohextrakt wird in 50 mi Methanol aufgenommen und an Lichroprep RP-1 8 25-40 
|im (Saule: 400 x 100 mm; FluB: 200 ml/min; Merck Prepbar) isokratisch mit 
Methanol/Wasser 6/4 chromatographiert Die Epothilone enthaitenden Fraktionen (Ft, ca. 
95-125 min) warden durch RP-1 8 Niederdruckchromatographie aufgereinigt. (Saule 
400 x 60; HD-SiM 8-20-60, Labomatic: Laufmrttei: Methanol/Wasser 65/35; Flu 6 25 
ml/min; R t Epothilon A: 140 - 165 min; R, Epothilon B: 170 - 195 min). 

Die Feinreinigung der Epothilone erfolgt durch Kristallisation aus 

1 . Epothilon A: Toluol/Ethyiacetat = 3:2 

2. Epothilon B: Ethylacetat 

Epothilon A 

C26H39N0 6 S [493} 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)~ 

iH-NMR-Datens.Tab. 1 

130-NMR-Dalen s. tab. 2 

UV (MeOH) Xmax (log e) - 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Film auf irtian: 

v: 3429: 2966: 2937; 1737; 1691:1463: 1374:1295; 1257; 1185:1150:1087; 1029:1014:979 CITT 1 

DC:R F = 0,75 

DC-Alufoiie 60 F254, Merck; Laufmittei: 
Dichlormethan/Methanol * 90 : 1 0 
Detektion: 1 . UV-Ldschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vaniilin/Schwefeisaure-Reagenz und erhitzen auf 120 *C, 

braune Anffirbung 

HPLC: R t = 5,4 min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 8 7 nm, Merck; 
Flu 6: 1 ,5 ml/min; Laufmittei: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor U V 254 nm 
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Epothilon B 

C 27 H 41 NO 6 S[507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur (M - H)" 
1 H-NMR-Daten s. Tab. 1 
i3c-NMR-Daten s. Tab. 2 

UV (MeOH) ^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

V = 3400: 2958: 2931: 2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1149; 1049; 977 CfTT 1 
DC: R F = 0,75 

DC-Alufolie 60 F^, Merck; Laufrnittel: 
Dichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion : 1 . U V-Loschung bei 254 nm 

2. AnsprOhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 120 *C, 

braune Anfarbung 

HPLC:R t =6.3min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 u/n, Merck: 
RuB: 1 ,5 mJ/min; Laufrnittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor UV 254 nm 
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Tabelle 1 



1 H-NMR-Daten der Epothilone A und B 
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Tabelle2 



"c-NMR-Daten der Epothilone A und B 
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Anwendungsbeispiel 

Nach bekanrrten Methoden (T. Meyer, U. Renegass, D. Fabbro, E. Alteri, J. Rosel, M. 
MGIIer, G. Caravatti & A. Matter: A derivative of staurosporine (CGP 41 251) shows 
selectivity for protein kinase C inhibition and in vitro antiproliferative as well as in vivo 
anti-tumor activity. Int. J. Cancer 1989, 43, 851-6) wird Epothilon A auf die Hemmung 
derT-24 Zeilinie untersucht Es wird ein IC 50 Wert von < 0.05 jiM ermittelt 
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Patentanspruche 

1. Epothilonederallgerneinen Formel: 




worin R 1 Wasserstoff, C^-Alkyl, C r C 4 -Acyl t U> K* Na+ 1/2 Mg 2 + Oder 1/2 Ca 2 + 
bedeutet und R 2 Wasserstoff Oder eine Methyigruppe darstellt 




worin R 2 Wasserstoff Oder Methyl ist 



3, Epothilon, gekennzeichnet dutch einen odermehrere derfolgenden Parameter 
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*) Zuordnung vertauschbar 
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C 26 H3 9 N06S [493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fur (M - H)" 

UV (MeOH) ^ (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

1R Film auf Irtran: 

V. 3429; 2966; 2937; 1737; 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029: 1014; 979 cm* 1 
DC:R F = 0,75 

DC-Alufoiie 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-L6schung faei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 120 *C, 

braune AnfSrbung 

HPLC^sS^min 

Sauie: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 nm, Merck: 
RuB: 1,5 ml/min: Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 

4. Epothifon, gekennzeichnetdurctt einen oder mehrere der folgenden Parameter 
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22,7 (R 1 = CH3) 



*> Zuorcinung vertauschbar 
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CaTH^NOeSpoT] 

FAB-MS (neg. lonert): 506.25 fOr (M - H)* 

UV (MeOH) (log e) = 210 (4.17); 249 (3.97) 

IR Rim auf Irtran: 

v m 3400: 2958: 2931. 2875: 1735: 1689: 1629; 1609: 1463: 1378; 1250; 1 149; 1049; 977 CflT 1 
DC:R F sO,75 

DC-Alufblie 60 F254, Merck; Laufmittel: 
Dichiormethan/Methanol - 90 : 10 
Detektion: 1 . UV-Loschung bei 254 nm 

2. Anspruhen rait VanOIIn/Schwsfslsaure-Reagenz und erhitzt auf 120 *C, 

braune Anfarbung 

HPLC:R, = 6.3min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-1 8 7 jun, Merck; 
FluB: 1 ,5 ml/min; Laufmittel: Metfianol/Wasser= 65 : 35 
Detektor UV 254 nm 
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5. Verfahren zum Herstellen von Epothiionen nach einem der vor anstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzsichnet, da3 man den Stamm So ce90 

in einem Kohienstoffquellen, Stickstoffquelten und Mineraisaize enthaltenden 
Medium kultiviert, 

entweder wihrend der Kuitivierung des Stammes Oder anschlieBend ein 
Adsorbertiarz zusetzt, 

die FermerrterbrQhe abtrennt, 

die Epothiione aus dam Adsorbertiarz eluiert und 

die Eluate direkt Oder Qber weitere Reinigungsschritte von dem/den 
Lflsungsmittel(n) befreit 

und gegebenenfalls uber Hochdruck/Niedefdruckchromatographte und/oder 
Umkristaliisation die verschiedenen Epothiione aufreinigt und voneinander trennt. 

6. Mittel fQr den Pflanzenschutz in der Landwirtschaft und Forstwirtschaft und/oder im 
Gartenbau, bestehend aus einem Oder mehreren Epothiionen gemaS einem der 
voranstehenden Anspruche Oder eines Oder mehrererdteser Epothiione enthaltend, 
gegebenenfalls neben einem Oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 

7. Mittel nach Anspaich 6, dadurch gekennzeichnet daB es ein Fungizid oder 
Fungtstatikum ist 

8. Therapeutisches lufittei, das insbesondere cytotoxische Aktivitaten entwickeln 
und/oder Immunsuppresion bewirken kann, bestehend aus einem oder mehreren 
Epothiionen nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder diese Epothiione enthaltend, 
gegebenenfalls neben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 
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Abstract (Basic): DE 41 38042 A 

Epothilone derivs. of formula (I) are new. In (I) R1 = H, 1-4C 
alkyl, 1-4C acyl, Li+, K+, Na+, 1/2Mg2+, or 1/2Ca2+; R2 = H or Me. 

(I) can be prepd. by (a) cultivating sorangium cellulosum strain 
So ce 90 in a medium contg. C and N source and mineral salts; (b) 
adding an adsorber resin either during or after cultivation; (c) sepg. 
the fermenter broth; (d) eluting the (I) from the adsorber resin; and 
• (e) removing soivent(s) from the eluate immediately or after further 
purificn. steps; and opt. (f) purifying and separating the various 
cpds. (I) by high pressure/low pressure chromatography and/or 
recrystallisation. 

USE/ADVANTAGE - (I) can be used as plant protecting agents in 
agriculture, forestery and/or horticulture, esp. as fungicides or 
fungistatics. (I) can also be used as therapeutic agents which esp. 
have cytotoxic activity and/or immunosuppressive activity. No further 
details of the activity given. 

ber 
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Epothilone cpds. of formula (I) are new. R1 is H, 1-4C alkyl, 
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epothilones , with specified NMR spectra (1H and 13C), IR spectrum 
etc.; and empirical formulae C26H39N06S (493) and C27H41N06S (507) are 
specifically claimed. 

(I) are prepd. by culturing strain So ce 90 in a medium contg. a 
source of C and N, and minerals; adding adsorbent resin; removing the 
ferment broght, eluting (I) from the resin removing solvent; etc.; and 
purifying and separating the (I) by HP/LP chromatography and/or 
recrystallisation. 

USE/ADVANTAGE - (I) are plant-protective agents and therapeutics 
with cytotoxic and immunosuppressive properties (claimed). 
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50. degree, and the ro'^*. • 

aMCT*n?B i * ~— _ _ yield. 
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